近年来以吉非替尼（gefitinib, iressa）和厄洛替尼（erlotinib, tarceva）为代表的表皮生长因子受体酪氨酸激酶抑制剂（epidermal growth factor receptor-tyrosine kinase inhibitor, EGFR-TKI）作为分子靶向药物已正式应用于非小细胞肺癌（non-small cell lung cancer, NSCLC）患者的临床治疗，并在一定程度上延长了部分患者的生存期^\[[@b1]\]^。然而，约60%的NSCLC患者对此类药物并不敏感，并且几乎所有初始对其有效的患者最终都会出现疾病进展，即分别发生了原发性及获得性耐药^\[[@b2]\]^。因此，探索EGFR-TKI耐药的机制及克服策略已成为肺癌治疗领域的研究热点。

最近国外有研究^\[[@b3]\]^认为，EGFR在肺癌中的作用与HSP90密切相关，抑制HSP90能从多种途径和环节发挥抗肿瘤作用，这为解决NSCLC对TKI的耐药提供了新的思路。但HSP90抑制剂对于EGFR-TKI原发性及获得性耐药的不同NSCLC是否均具有抗肿瘤作用，至今尚未形成统一结论^\[[@b4]-[@b6]\]^，而国内未发现相关报道。本研究将HSP90抑制剂17-DMAG作用于对EGFR-TKI原发性及获得性耐药具有代表性的NSCLC细胞株A549和H1975，观察它在体外对细胞增殖、凋亡及EGFR蛋白表达的影响，并对其机制进行初步探讨，从而为HSP90抑制剂在EGFR-TKI耐药的NSCLC中的临床应用提供实验依据。

1. 材料与方法 {#s1}
=============

1.1. 主要材料与仪器 {#s1-1}
-------------------

人NSCLC细胞株A549和H1975分别购自北京协和细胞资源中心及中国科学院上海生命科学研究院细胞资源中心；RPMI-1640细胞培养液购自美国GIBCO公司；17-DMAG购自美国Selleck公司；四甲基偶氮唑蓝（MTT）购自美国Amresco公司；EGFR抗体购自美国Epitomics公司；HSP90抗体购自美国CST公司；GADPH抗体购自美国Invitrogen公司；全自动酶标仪由奥地利Termo公司生产；流式细胞仪由美国BD公司生产；红外荧光扫描成像系统由美国LI-COR公司生产。

1.2. 细胞培养 {#s1-2}
-------------

A549和H1975细胞均使用含10%胎牛血清的RPMI-1640培养液（内含青霉素100 U/mL、链霉素100 μg/mL）置于37 ℃、5%CO~2~、饱和湿度培养箱中进行培养，根据细胞生长情况每2-3天用0.25%胰酶常规消化传代，取对数生长期细胞进行实验。

1.3. MTT法检测17-DMAG对细胞的增殖抑制作用 {#s1-3}
-----------------------------------------

取对数生长期细胞，调整细胞密度为6×10^4^个/mL，以每孔90 μL的体积接种于96孔细胞培养板，实验设正常细胞对照组和不同药物浓度作用实验组，每组均设6个复孔。次日细胞贴壁后，对照组每孔加入10 μL不含胎牛血清的RPMI-1640培养液，实验组每孔加入17-DMAG溶液10 μL，使药物终浓度为0.003 μmol/L、0.03 μmol/L、0.3 μmol/L、3 μmol/L、30 μmol/L。培养24 h、48 h、72 h后，每孔加入5 mg/mL的MTT溶液10 μL，继续培养4 h后加入DMSO溶液150 μL，用全自动酶标仪测定各孔在波长570 nm处的吸光度（optical density, OD）值。按下式计算细胞增殖抑制率：抑制率=（1-实验组OD值/对照组OD值）×100%。

1.4. 流式细胞术检测细胞凋亡 {#s1-4}
---------------------------

取对数生长期细胞，随机分为对照组和实验组，细胞贴壁后用PBS缓冲液冲洗，每组细胞加入含10%胎牛血清的RPMI-1640培养液4.5 mL，对照组加入不含胎牛血清的RPMI-1640培养液0.5 mL，各实验组加入17-DMAG溶液0.5 mL，使药物终浓度为0.003 μmol/L、0.03 μmol/L、0.3 μmol/L、3 μmol/L。培养48 h后PBS洗涤并用胰酶消化后离心去上清，每组加入70%乙醇溶液3 mL，4 ℃固定过夜。次日弃去乙醇，PBS离心洗涤两遍，加入碘化丙啶（PI）染液0.3 mL-0.5 mL重悬细胞后4 ℃避光染色30 min。每组样品至少收集10^6^个细胞，流式细胞仪上机检测细胞凋亡率。

1.5. Western blot检测细胞EGFR及HSP90蛋白表达水平 {#s1-5}
------------------------------------------------

取对数生长期细胞，随机分为对照组和实验组，各实验组17-DMAG作用的终浓度为0.003 μmol/L、0.03 μmol/L、0.3 μmol/L、3 μmol/L、30 μmol/L。培养48 h后，提取对照组及各实验组蛋白，根据BCA法蛋白定量试剂盒说明测定蛋白浓度，将蛋白样品加入SDS-聚丙烯酰胺凝胶，每孔上样量为50 μg，经电泳、转膜、5%脱脂奶粉封闭后加入一抗（1:3, 000），4 ℃孵育过夜，加入荧光二抗（1:5, 000）37 ℃避光孵育1 h，应用红外荧光扫描成像系统对目的蛋白条带图像进行分析，以EGFR/GADPH和HSP90/GADPH的灰度比值表示A549和H1975细胞中两种蛋白的相对表达量。

1.6. 统计学分析 {#s1-6}
---------------

全部独立实验均重复3次，结果以均数±标准差（Mean±SD）表示，应用SPSS 16.0软件对数据进行分析，Excel 2003作图。各组间的均数比较采用单因素方差分析，以*P*＜0.05为差异具有统计学意义。

2. 结果 {#s2}
=======

2.1. 17-DMAG对A549和H1975细胞的增殖抑制作用 {#s2-1}
-------------------------------------------

MTT法检测结果显示，以终浓度0.003 μmol/L、0.03 μmol/L、0.3 μmol/L、3 μmol/L、30 μmol/L的17-DAMG作用24 h、48 h、72 h后，17-DAMG在不同药物浓度和不同作用时间对A549和H1975细胞的增殖抑制率差异均有统计学意义（*P*＜0.01），且随着药物浓度的增加和作用时间的延长，抑制率逐渐增大，呈时间和剂量依赖性（[表 1](#Table1){ref-type="table"}）。

###### 

17-DAMG在不同浓度和时间对细胞株的增殖抑制作用

The inhibitory effect of 17-DMAG on proliferation of cell lines treated by different concentrations and time

  Cell lines   17-DMAG (*μ*mol/L)   Inhibitory rate (%)   *P*                         
  ------------ -------------------- --------------------- ------------- ------------- ---------------
  A549         0.003                10.51±1.65            21.89±1.57    29.15±1.19    ＜0.001^\*\*^
               0.03                 17.60±1.43            28.76±3.06    38.64±2.31    ＜0.001^\*\*^
               0.3                  32.32±2.72            38.45±1.74    60.23±1.26    ＜0.001^\*\*^
               3                    42.58±3.31            57.38±1.21    78.45±1.34    ＜0.001^\*\*^
               30                   54.49±0.95            73.73±2.42    88.90±0.89    ＜0.001^\*\*^
               *P*                  ＜0.001^\*^           ＜0.001^\*^   ＜0.001^\*^   
  H1975        0.003                8.75±2.43             16.43±2.63    28.81±3.06    ＜0.001^\*\*^
               0.03                 13.50±1.54            28.22±2.19    39.68±1.05    ＜0.001^\*\*^
               0.3                  22.71±3.54            40.30±5.23    56.26±2.50    ＜0.001^\*\*^
               3                    45.21±3.84            59.82±2.05    75.33±3.08    ＜0.001^\*\*^
               30                   70.51±2.41            81.17±5.38    90.61±2.51    0.002^\*\*^
               *P*                  ＜0.001^\*^           ＜0.001^\*^   ＜0.001^\*^   

2.2. 17-DMAG对A549和H1975细胞凋亡的影响 {#s2-2}
---------------------------------------

流式细胞术结果显示，以终浓度0.003 μmol/L、0.03 μmol/L、0.3 μmol/L、3 μmol/L的17-DAMG作用48 h后，17-DMAG对A549和H1975细胞的凋亡率均高于对照组，不同药物浓度组和对照组之间的凋亡率差异均有统计学意义（*P*＜0.01），且凋亡率随着药物浓度的增加而逐渐增大，呈剂量依赖性（[图 1](#Figure1){ref-type="fig"}）。

![17-DMAG对细胞凋亡的影响\
The effect of 17-DMAG on cell apoptosis](zgfazz-17-11-778-1){#Figure1}

2.3. 17-DMAG对A549和H1975细胞HSP90及EGFR蛋白表达的影响 {#s2-3}
------------------------------------------------------

以终浓度0.003 μmol/L、0.03 μmol/L、0.3 μmol/L、3 μmol/L、30 μmol/L的17-DAMG作用48 h后，A549细胞不同药物浓度组和对照组之间的HSP90/GADPH及EGFR/GADPH灰度比值差异均无统计学意义（*P*＞0.05）；H1975细胞不同药物浓度组和对照组之间的HSP90/GADPH灰度比值差异均无统计学意义（*P*＞0.05），而EGFR/GADPH灰度比值差异均有统计学意义（*P*＜0.01）。以上结果表明，17-DMAG对A549和H1975细胞的HSP90及A549细胞的EGFR蛋白表达均无明显影响，但它能降低H1975细胞的EGFR蛋白表达水平，且随着药物浓度的增加逐渐降低（[图 2](#Figure2){ref-type="fig"}）。

![17-DMAG对细胞株EGFR和HS90蛋白表达的影响。A: A549细胞株；B: H1975细胞株。\
The effect of 17-DMAG on protein expression of EGFR and HSP90 of cell lines. A: A549 cell line; B: H1975 cell line.](zgfazz-17-11-778-2){#Figure2}

3. 讨论 {#s3}
=======

NSCLC对EGFR-TKI耐药的作用机制涉及多种基因水平改变和信号转导通路异常激活。HSP90是广泛存在于生物体内的多功能分子伴侣，它的"客户蛋白"大多是肿瘤细胞增殖、分化、侵袭、转移及血管生成等重要过程所依赖的蛋白激酶、转录因子或癌基因的产物，包括突变的EGFR、血管内皮生长因子受体（vascular endothelial cell growth factor receptor, VEGFR）、人表皮生长因子受体2（human epidermal growth factor 2, HER2）、survivin、缺氧诱导因子-1α（hypoxia inducible factor-1, HIF-1α）及细胞周期调节因子（CDK4、CDK6）等^\[[@b7]\]^。抑制HSP90可导致这些"客户蛋白"通过泛素-蛋白酶体途径发生降解，从多种途径和环节产生抗肿瘤作用而实现多靶点攻击^\[[@b3]\]^。

本研究中，A549细胞株为野生型EGFR，同时含有*K*-*ras*基因突变。约10%-30%的NSCLC患者存在*K*-*ras*基因突变，它是导致EGFR-TKI原发性耐药的重要机制。Pao等^\[[@b8]\]^用TKI治疗60例肺腺癌患者时发现38例不敏感的患者有9例存在*K*-*ras*基因突变，Massarelli等^\[[@b9]\]^认为*K*-*ras*突变和*EGFR*突变相互排斥，是评价NSCLC患者能否接受TKI治疗的阴性预测因子。H1975细胞株的EGFR含有L858R和T790M双突变。L858R为EGFR第21外显子858位点亮氨酸置换为精氨酸的点突变，是TKI治疗的敏感突变。T790M是发生在EGFR第20外显子790位密码子苏氨酸置换为甲硫氨酸的错义突变，NSCLC对EGFR-TKI的获得性耐药50%以上是由*T790M*突变造成的^\[[@b10]-[@b12]\]^，它是国际公认的重要获得性耐药机制。

我们应用体外实验的方法，将HSP90抑制剂17-DMAG作用于两种遗传背景不同的NSCLC细胞株A549和H1975，结果表明它对两种细胞均产生了明显的增殖抑制作用，与Shimamura等^\[[@b5]\]^的研究结果相似，而Kobayashi等^\[[@b6]\]^则认为17-DMAG不能抑制A549细胞增殖，可能与本实验药物作用剂量梯度不同有关。A549细胞的*K*-*ras*突变直接持续激活Ras-Raf-MEK-MAPK信号通路，并失去对上游EGFR的依赖性，导致TKI耐药的产生，而H1975细胞依赖*EGFR*突变后异常激活的多条下游信号转导通路维持生存和增殖，HSP90抑制剂能同时阻断这些信号通路从而抑制细胞增殖。本研究显示17-DMAG能促进A549和H1975细胞凋亡，作用48 h后的平均凋亡率分别为11.73%和16.88%，造成总体凋亡率较低的原因可能与细胞状态、处理过程及检测方法等因素有关。研究表明，细胞周期蛋白依赖性蛋白激酶家族的CDK4和CDK6是HSP90的"客户蛋白"，抑制HSP90可以降低它们的表达水平，使细胞出现生长周期阻滞并发生凋亡^\[[@b13]\]^。Survivin是目前已知最强的凋亡抑制因子，在多种恶性肿瘤中呈高表达状态，抑制HSP90能使它发生降解，从而促进肿瘤细胞凋亡。这些都可能是17-DMAG作用后细胞发生凋亡的原因。此外，我们发现17-DMAG对两种细胞HSP90的表达均无明显影响，再次证实它只是发挥分子伴侣的作用，其本身在药物作用之后并不会发生降解。相关研究^\[[@b14]\]^认为，HSP90抑制剂可下调A549细胞先前存在或重新激活的HER2及PI3K/Akt和STAT3/STAT5信号级联反应中的关键调节因子的表达，而与野生型EGFR的存在无关，这可能是EGFR在17-DMAG作用后未发生明显降解的原因。而H1975细胞中突变的EGFR需要HSP90来维持它的构象成熟和状态稳定以保证正常功能的发挥，所以对于HSP90抑制剂引起的降解效应更为敏感。相关的具体作用机制尚有待于进一步证实。

近年来，HSP90抑制剂作为多靶点的抗肿瘤药物因其独特的优越性已在各种恶性肿瘤治疗方面进行了不同时期的临床试验。随着肺癌的发病机制不断阐明，根据患者的自身情况和基因状态设计合理的用药方案从而实现真正的个体化治疗是未来肺癌临床研究的前沿和热点，HSP90抑制剂也将越来越受到人们的关注并发挥重要作用。
